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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wird eine neue, sensitive chemiluminometrische Methode zur
Bestimmung von Oxalat beschrieben. Ausgenutzt wird der chemilumineszente Zerfall der Monoperoxyoxal-
säure, wobei auch sehr kleine Oxalatkonzentrationen (Erfassungsgrenze ca. 100 nmol/1) erfaßt werden können.
Bei Oxalatbestimniungen im Harn macht sich allerdings wegen oxalatunspezifischer Nebenemissionen eine
Calciumoxalatfallung erforderlich. Dies könnte durch Kombination mit einem spezifischen enzymatischen
Teilschritt vermieden werden, wodurch auch die Bestimmung anderer organischer Spezies (z. B. Citrat, Pyruvat,
Malat) in niedrigen Konzentrationsbereichen ermöglicht würde.
The application of peroxyoxalate-chemiluminescence in biochemical analysis — Determination of oxalate
Summary: A new sensitive inethod for the determination of oxalate is presented. By using the chemilumi-
nescence decay of monoperoxyoxalic acid very low concentrations of oxalate can be determined (up to 100
nmol/1). Oxalate determinations in urine require the precipitation of calcium oxalate, in order to avoid oxalate-
unspecific side emissiöns. This could be avoided by combination with a specific enzymatic partial reaction,
which would also permit the determination of low concentrations of other organic species (e. g. citrate,
pyrüvate, malate).
^ , nonaphthalindicarbonsäurehydrazide oder Acridi-
Die Anwendung von Chemilümineszenzmessungen in niümderivate — liegen bei ca. 0,01 bis 0,04 Einstein
der biochemischen bzw. klinisch-chemischen Analytik -mol"1, wogegen die Peroxyoxalat-Chemilumines-
hat sich gegenwärtig insbesondere auf zwei Gebieten zenz, ausgehend von Aryloxalaten oder substitutierten
etabliert: als Chemilumineszenzimmunoassay in zahl- Oxamiden, welche bevorzugt in mäßig polar aproti-
reichen Abwandlungen und zur Untersuchung des schem Medium abläuft, 0,20 bis 0,34 Einstein · mol"1
Zellstoffwechsels (Phagocytoseaktivität, Nachweis liefert. Der Einsatz dieser Oxalsäurederivate in der
reaktiver Sauerstoffspezies etc.). Die Chemilümines- biochemischen Analytik wird vornehmlich dadurch
zenzquantenausbeuten der hauptsächlich eingesetzten erschwert, daß in polar protischem bzw. wäßrigem
Luminophore — Aminophthalsäurehydrazide, Ami- Milieu neben unzureichender Löslichkeit und Solvo-
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lysebeständigkeit eine Reihe von nichtchemilumines-
zenten Konkurrenzreaktionen ablaufen, welche unter
anderem die Bildung von als Intermediat auftreten-
dem elektronisch angeregten CO2 erschweren, was
sich negativ auf die Chemilumineszenzquantenaus-
beute auswirkt (l, 2). Spezielle wasserlösliche Aryl-
oxalate bzw. Oxamide (substituiert z. B. mit quarter-
nären Ammonium- oder Sulfonsäuregruppen) führen
in Gegenwart von gebräuchlichen wasserlöslichen
Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Rhodamine, Fluores-
zeine) (3) und auch von speziell hergestellten katio-
nisch substituierten 9,10-Bis(phenylethinyl)anthrace-
nen (4) bzw. Rubrensulfonaten (5) zu maximalen Che-
milumineszenzquantenausbeuten von ca. 0,08 Ein-
stein · mol"1, was den enormen synthesechemischen
Aufwand nur bedingt rechtfertigt. Anwendungen sol-
cher Systeme in der biochemischen Analytik sind bis-
lang nicht bekannt — wohl aber der Einsatz elektro-
negativ substituierter Aryloxalate in heterogenem Lö-
sungsmittelmilieu bzw. in mizellaren Systemen zur
Bestimmung von H2O2 bzw. von Enzymen und Sub-
straten, welche, in direktem Zusammenhang mit H2O2
stehen (vgl. 1. c. (6) und die dort zitierte Literatur).




Vorlage 1 ml Reagenzlösung
Probe 100/ Untersuchungsflüssigkeit
mit HCI auf pH =1 eingestellt
Messung LKB-Luminometer 1250








Abb. l. Oxalat-Bestimmung durch Messung der Peroxyoxalat-
Chemilumineszenz. Die Mehrzahl der Messungen
wurde im ethanolischen System durchgeführt. Im wäß-
rigen System wurde als wasserlösliches Carbodiimid N-
Cyclohexyl-N'-trimethylammonium-propyl-p-toluen^
sulfonat eingesetzt, ,̂  gibt das Chemilumineszenz-
maximum (^ Fluoreszenzmaximum) der eingesetzten
Fluorescer Diphenylanthracen und Brillantsulfoflavin
an.
Zunächst suchten wir im Rahmen der Labordiagno-
stik für Urolithiasis-Patienten mit Calciumoxalat-
steinleiden nach einer Möglichkeit, das hochempfind-
liche Peroxyoxalat-Chemilumineszenz-Prinzipzur Be-
stimmung von Oxalat und eventuell auch anderen
organischen Säuren (Citrat) im Harn anzuwenden,
wobei erste Ergebnisse hier mitgeteilt werden sollen.
Ausgenutzt wird dabei eine chemilumineszente Oxy-




Die Methode (Abb. 1) beruht auf der von Rauhut et al. (7)
beschriebenen Möglichkeit, freie Oxalsäure mittels Wasserstoff-
peroxid und Carbodiimid als Dehydratisierungsagenz in Mo-
noperoxyoxalsäure zu überführen, welche ihrerseits in Anwe-
senheit eines Fluorescers F unter Photonenemission in CO2 und









HOO-C-C-OH -h F -> 2CO2 + H2O + F* (ÖL 2)
F -i- h · v (Gl, 3)
(F* = Fluorescer im elektronisch angeregten Singulett- oder
Triplettzustand)
Die Reagenzlösung, bestehend aus 10 g Bis(cyclohexyl)-carbo-
diimid, 5 ml H2O2 (300 g/kg) und 500 mg 9,10-Diphenylanth-
racen, in 50ml absolutem Ethanol, muß stets frisch bereitet
werden, l ml der Reagenzlösung wird in der Meßkammer des
Luminometers (LKB 1250) vorgelegt. Mittels des Injection de-
vice werden dann jeweils 100 Probe zugegeben bei gleichzei-
tigem Start der Photonenemissionsmessung. Das integrale Meß-
signal der ersten zwei Sekunden (Anzeige in Millivolt) wurde
für die Oxalatbestimmung benutzt._Zur Ermittlung der Oxalat^
konzentration in Urinen wurde mit dem frischen Material zur
nächst eine Calciumoxalatfallung (8) vorgenommen und kurz
vor der Messung in der adäquaten Menge HCI (0,5 mol/1)
resolubilisiert. Die Erstellung einer linearen Bezugskurve er-
folgte analog, ausgehend von einer wäßrigen Kaliumoxalatlö-
sung (entspr. 10 (111), 20 (222), 30 (333), 40 (444), 50 (555)
und 60 (666) mg ( )/! Oxalsäure.
Als Referenzmethode wurde die vollenzymatische Oxalatbe-
stimmung mittels Boehringer Mannheim-Testbesteck (Best.^Nr.
755699) gemäß Arbeitsanleitung (Beutler, H. O. et al.,
matic Determination of Oxalate in Urine) durchgeführt.
Ergebnisse
Aus der wäßrigen Kaliumoxalat-Standardlösung er-
hält man im Konzentrationsbereich von 100 bis 700
/1 Oxalat eine lineare Bezugskurvej wobei der
Einsatz von 100 Probenvolumen (vgl. Material und
Methoden) zu Meßwerten zwischen 200 und 1500 mV
führt (Gesamtmeßbereich des Luminometers: 0 bis
9999 mV).
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Abb. 2. Lichtintensitäts-Zeit-Kurve der chemiluminometri-
schen Messung einer K2C2O4-Standardlösung (444
/ Oxalat) bei pH = 1.
Die Kinetik der Reaktion ist aufgrund des niedrigen
pH sehr schnell, so daß nach 2 Sekunden bereits über
50% der Gesamtphotonenmenge emittiert sind
(Abb. 2). Einen vom Reagenzienleerwert (0,1 bis 0,3
mV) noch deutlich separierbaren Meßwert (0,5 bis 0,6
mV) erhält man unter sonst gleichen Bedingungen bis
zu einer Grenzkonzentration von 100 nmol/1 Oxalat
bei Verwendung des LKB^Luminometers 1250. Die
Variationskoeffizienten der sechs Standardlösungen
liegen nach lOfach-Bestimmung bei den kleineren
Konzentrationen irn Bereich von 12%, bei den hö-
heren Konzentrationen im Bereich von 10%. Analog
liegen die Verhältnisse bei den gemessenen Harnpro-
ben nach Calciumoxaiatfallung. Wir bestimmten 25
Harnproben (24-h-Sammelurin) von Calciurrioxalat-
steinpatienten, deren Oxalatkonzentration nach voll-
enzymatischer Bestimmung mittels Boehringer Mann-
heim-Testbesteck im Bereich von 100 bis 460 /
lag. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,97, wobei
die chemilüminometrische Methode in der Regel et-
was niedrigere Werte liefert aufgrund der Unvollstän-
digkeit der Calciumoxaiatfallung (Abb. 3). Trotz der
hohen Sensitivität der Methode ist der Einsatz von
Nativurin wegen eines hohen Anteils oxalatunspe-
zifischer Nebenemissioneu nicht ummittelbar mög-
lich.
Diskussion
Das hier beschriebene chemilüminometrische Verfah-
ren zur Bestimmung von Oxalat gestattet die Erfas-
sung von Konzentrationen > 100 nmol/1 und bei Ver-
wendung eines entsprechend empfindlichen Lumino-
meters auch bis in den pmol-Bereich. Limitierender
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Abb. 3. Korrelationsdiagramm von 25 Oxalat-Parallelbestim-
nrangen (24-h-Sammelurin) nach der enzymatischen
und chemiluminometrischen Methode.
y = 1,042 + 18,4; r = 0,97
Photomultipliers. Bei der Untersuchung biologischer
Materialien als Multisubstanzgemisch organischer
Spezies reicht allerdings die Spezifität des Verfahrens
nicht aus, um Oxalat direkt zu bestimmen. Substitu-
iert man das hier verwendete Bis(cyclohexyl)carbodi-
imid durch ein wasserlösliches Derivat (vgl. Abb. 1),
so erreicht man eine noch schnellere Kinetik der Re-
aktion, bei allerdings nur unwesentlich verbesserter
Spezifität des Verfahrens beim Einsatz von Nativ-
materialien (Nativurin). Gegenwärtig untersuchen wir
zur Erreichung einer genügend großen Spezifität für
die o. g. Fälle die Kombination mit einem enzymati-
schen Schritt, z. B. die Zersetzung des Oxalats mittels
Oxalatdecarboxylase oder Oxalatoxydase und ent-
sprechende Chemilümineszenzmessung vor und nach
Enzymzusatz. Eine analoge Kombination von enzy-
matischer Zersetzung des Oxalats mittels Oxalatde-
carboxylase/Formiatdehydrogenase in Gegenwart
von NAD+/FMN und Detektion des entstehenden
FMNH2 mittels des bakteriellen biolumineszenten Lu-
ciferase-Systems ist bereits von Parkinson et al. (9)
beschrieben worden. Daneben berichten Rubinstein et
al. (10) über ein Oxalatbestimmungsverfahren durch
elektrochemisch erzeugte Chemilumineszenz
(Rutheniumtris(bipyridyl)-System), welches aber bis-
lang nicht auf biologische Proben angewandt wurde.
Des weiteren haben wir gefunden, daß 2-Oxocarbo-
nylverbindungen leicht und unter milden Bedingun-
gen in Oxalat überführbar sind, so daß auch andere
organische Spezies, welche durch enzymatische Vor-
inkübation 2-Oxocarbonylverbindungen liefern (Abb.
4), nach dem in dieser Arbeit beschriebenen chemi-
luminometrischen Verfahren bestimmbar sein dürften,
was Gegenstand einer eigenständigen Publikation
werden soll.
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Möglichkeiten zur Bestimmung von Citronensäure, Isocitronensäüre, Äpfelsäure und
Milchsäure über Peroxyoxalat-Chemilumineszenz. Die 2-Oxocarbonsäuren Oxalessigsäure, 2-Oxoglutarsäure und Brenz-
traubensäure sind leicht oxidativ in Oxalat überführbar. Die einsetzbaren Fluorescer entsprechen den in Abb. l an-
gegebenen.
Wir meinen, daß die in dieser Arbeit erstmals aufge-
zeigte analytische Anwendung des Systems Oxalsäure/
Dehydratisierungsmittel/Fluorescer/Peroxyverbin-
dung in protischen Lösungsmitteln interessante alter-
native Möglichkeiten im Bereich der biochemischen
bzw. klinisch-chemischen Lumineszenzanalytik erwar>
ten läßt.
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